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摘要 : 虽然 昆虫 杆 状 病 毒 表达 系统 在 蛋白 表达 领域 得 到 了 广泛 的 应 用 , 但 由 于 不 能 表达 复杂 的 末端 唾液 酸化 的 N- 
糖 链 , 使 得 该 系统 在 生物 制药 行业 的 应 用 受到 了 很 大 的 限制 。 通 过 比较 哺乳 动物 细胞 和 昆虫 细胞 内 糖 基 化 途径 可 
知 ， 其 起 始 步骤 一 致 , 之 后 再 发 生 分 化 , 主要 表现 为 3 方面 , 即 昆虫 细胞 内 缺乏 哺乳 动物 细胞 所 具备 的 N- 乙 酰 蓟 
萄 糖 氨 转移 酶 I、 半 乳糖 基 转 移 酶 /N- 乙 酰 氨 基 半 乳糖 转移 酶 、a-2 ,3- 唾 液 酸 转 移 酶 和 a-2,6- 唾 液 酸 转移 酶 等 延长 
N- 糖 链 的 糖 基 转 移 酶 ; 另外 , 昆 忠 细胞 内 具有 能 够 特异 性 地 将 和 蛋白质 末 端的 N- 乙 酰 氮 基 葡萄 糖 残 基 从 
GleNAcMan, GleNAc(+ «3/6-Fuc) GIcNAc 上 切除 的 N- 乙 酰 氮 基 葡萄 糖苷 酶 及 核心 w-1,3- 贿 落 糖 基 转 移 酶 。 本 文 从 
上 述 异 同 出 发 , 综述 了 克服 昆 忠 细胞 内 不 能 表达 人 源 化 糖 重 白 这 一 缺陷 所 进行 的 N- 糖 基 化 途径 的 改造 研究 
主要 集中 在 昆虫 细胞 内 GleNAcase 的 抑制 和 昆虫 细胞 内 GnT2, GalT/ GalNAcT, ST3 及 ST6 等 基因 的 导入 等 方面 ， 
结果 表明 经 改造 的 昆 忠 细胞 可 表达 人 源 化 糖 重 日 , 这 将 极 大 地 拓宽 昆虫 杆 状 病毒 表达 系统 的 应 用 领域 。 本 文 还 探 
讨 了 选择 特殊 细胞 系 及 特殊 培养 条 件 以 在 昆虫 细胞 内 表达 唾液 酸化 蛋白 的 可 行 性 。 
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Protein N-glycosylation pathway and expression of humanized 


glycoproteins in insect cells 
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Fang, MIAO Yun-Cen ( College of Animal Sciences, Zhejiang University, Hangzhou 310029, China) 


Abstract: Insect-baculovirus expression system has been widely used to produce recombinant proteins. 





However, due to its deficiency in the post-translation modification, complex terminal sialylated N-linked 
glycans can not be obtained, thereby largely limiting the application of this system in biopharmaceutical 
industry. By comparing the glycosylation pathways in mammalian and insect cells, it is known that the 
initial steps are the same and then diverge. The differences mainly include that insect cells lack the 
mammalian glycosyltransferases like N-acetylglucosaminyltransferase II, galaetosyltransferase/N- 
acetylgalactosyltransferase, o-2, 3-sialyltransferase and a-2, 6-sialyltransferase. On the other hand, 
insect cells possess specific a-1 ,3-fucosyltransferase and N-acetylglucosaminidase which can specifically 
remove the terminal GlcNAc from GlcNAcMan,GlcNAc ( + «@3/6-Fuc ) GlcNAc. Based on the 
comparison, this article summarized the research efforts to produce humanized proteins in insect cells 
through the inhibition of GleNAcase and knock-in of the mammalian glycosyltransferases. The results 
showed that engineered insect cells could produce humanized glycoproteins, which would greatly expand 
the application of insect-baculovirus expression system. In addition, the feasibility of production of 
humanized proteins by selection of novel insect cell lines and/or culture condition was discussed. 
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FA Be HH ATR ee RIA RS PRIA ”得 以 成 功 表 达 , 但 是 迄今 为 止 , 利用 该 系统 表达 的 
日 具有 效率 高 、 周 期 短 和 成 本 低 等 优点 , 因此 20 世 ”所 有 治疗 性 和 蛋白 中 没有 一 种 能 应 用 于 制药 业 
纪 80 年 代 开 始 , 已 有 近 千 种 外 源 重 日 在 该 系统 中 (Durocher and Butler, 2009) 。 这 主要 归结 于 该 系统 
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(paucimannose ) 型 ,而 不 是 类 似 哺乳 动物 体内 的 复 
森 的 末端 唾液 酸化 的 N-W E (Jarvis and Finn, 
1995; Marchal et al., 2001; Jarvis，2003 ) 。 对 于 治 
疗 性 药物 蛋白 来 说 , 复杂 的 糖 基 化 具有 重要 意义 ， 
例如 和 蛋 昌 的 唾液 酸化 有 利于 延长 蛋白 在 机 体内 的 半 
FH. JIk, 昆虫 细胞 内 表达 的 糖 重 日 含有 核心 a- 
1,3 连接 的 岩 落 糖 ， 会 引起 人 体 产 生 过 敏 反 应 
(Fabini et al., 2001; Tomiya et al., 2003a) 。 由 于 上 
述 这 些 缺 陷 , 使 得 昆虫 细胞 - 杆 状 病毒 系统 表达 的 
SWRA AAP SZRR ri. AE, fin] ot Ale Be, E 2 
胞 - 杆 状 病毒 系统 不 能 产生 类 哺乳 动物 细胞 的 N- 糖 
链 , 从 而 利用 该 系统 生产 药 用 和 蛋白 成 为 人 们 关注 的 
焦点 。 改 造 昆虫 细胞 内 糖 基 化 途径 , 使 其 表达 人 源 
化 蛋白 的 策略 ， 有望 解决 昆虫 细胞 - 杆 状 病毒 系统 
在 生产 利用 中 的 局 限 性 。 本 文 从 哺乳 动物 与 昆虫 细 
胞 内 N- 糖 基 化 途径 的 异同 出 发 , 综述 了 昆虫 细胞 
N- 糖 基 化 途径 改造 的 研究 进展 , 为 拓展 昆虫 细胞 - 
杆 状 病毒 表达 系统 的 应 用 提供 一 定 的 理论 基础 。 


1 哺乳 动物 与 昆虫 细胞 中 N- 糖 基 化 
的 异同 


哺乳 劲 物 细胞 和 昆虫 细胞 内 糖 基 化 途径 的 比较 
如 图 1 所 示 。 由 图 可 知 , 昆虫 细胞 中 糖 基 化 途径 与 
哺乳 动物 细胞 中 相 比 , 起初 的 步骤 相同 , 均 起 始 于 
PRG ZH R OF EY) SE FR HF Gle;ManoGleNAc, 回 多 肽 链 
Asn-X-Thr/Ser N- 糖 基 化 位 点 上 天 冬 酰 胺 残 基 的 转 
移 ; 随后 , 在 内 质 网 中 的 -葡萄 糖苷 酶 [ 、a- 葡 萄 
糖苷 酶 I、a- 甘 露 糖 苷 酶 [ 、a- 甘 种 糖 芽 酶 卫 及 高 
尔 基 体 中 的 a- 甘 露 糖 苷 酶 工作 用 下 生成 
Man,GlcNAc,; 之 后 ,两 者 的 N- 糖 基 化 途径 开始 发 
生 分 化 (Altmann et al., 1999; Shi and Jarvis, 2007; 
Tomiya, 2009) 。 

昆虫 细胞 和 哺乳 动物 细胞 内 N- 糖 基 化 途径 发 
生 分 化 后 主要 有 3 个 不 同 点 : 

(1) 一 些 昆虫 细胞 中 存在 一 种 膜 结合 的 加 工 型 
的 N- 乙 酰 殷 基 葡 萄 糖苷 酶 (N-acetylglucosaminidase , 
GlcNAcase) ( Altmann et al., 1995; Watanabe et al., 
2002; Aumiller et al., 2006; Leonard et al., 2006; 
Geisler et al., 2008; Geisler and Jarvis, 2010) , 它 能 
Ae Ree PEHE H FE A ER ig H N-Z Pe Sel E ed 
GlcNAc ) 3% Æ 从 
GleNAcMan,GleNAc (+ 03/6-Fuc) GIcNAc 中 切除 ， 
从 而 形成 昆虫 细胞 中 主要 的 三 甘露 糖 型 的 N- 糖 链 


( N-acetylglucosamine , 


产物 Man,GleNAc( + «3/6Fuc) GleNAc, FH FUR 
FH Ring N- 乙 酰 葡 糖 胶 残 基 后 所 形成 的 产物 不 再 适 
合 于 做 N-Z Bi A ai HF Sl Fe 7% Me IT ( N- 
acetylglucosaminyltransferase , GnT2 ) 的 底 物 ( Bendiak 
and Schachter, 1987) , 因此 这 些 三 甘露 糖 型 的 N- 糖 
链 不 能 够 再 进一步 被 延长 。 

(2) 昆虫 细胞 中 缺少 哺乳 劲 物 中 的 N-Z E 
糖 氨 转移 酶 IL ( N-acetylglucosaminyltransferase , 
cnT2 ) 、 半 乳糖 基 转 移 酶 (galaetosyltransferase , 
GalT )/N-Z, 酰 宽 基 半 乳糖 转移 酶 (N- 
acetylgalactosyltransferase , GalNAcT) 、a-2 ,3- 唾 液 酸 
转移 酶 (aw-2 ,3-sialyltransferase ，ST3 ) 和 a-2 ,6- 唾 液 
酸 转 移 酶 (a-2 ,6-sialyltransferase , ST6 ) 等 延长 N- 糖 
链 的 糖 基 转移 酶 。 在 哺乳 动物 细胞 中 ,形成 
GlceNAMansGlceNAc(+6Fuc)GleNAc 中 间 体 后 , 接着 
依次 在 GnT2, GalT/GalNAcT, ST3 和 ST6 等 酶 的 作 
用 下 延长 N- 糖 链 , 最 终 形成 复杂 的 末端 唾液 酸化 的 
N- 糖 链 ( Shi and Jarvis, 2007; Tomiya, 2009), 。 而 昆 
虫 细胞 中 , 一 方面 如 上 所 述 , 由 于 GleNAcase 的 作 
H, 没有 适合 接受 这 些 残 基 的 N- 糖 链 ; 7 — 77 TEL, 
即使 有 适合 接受 这 些 残 基 的 N- 糖 链 , 也 缺乏 转移 这 
些 残 基 所 需要 的 转移 酶 。 

(3) 某 些 昆虫 细胞 中 售 有 一 个 核心 a-1 ,3- 抹 党 
糖 基 转移 酶 (Qa-1 ,3-fucosyltransferase, FucT-C3), € 
可 修饰 共同 中 间 体 GleNAcMan,GlcNAc(a-1 ,6-Fuc ) 
GIcNAc, 以 产生 核心 a-1,3- 岩 灌 糖 化 的 N- 糖 链 
( Altmann et al., 1999; Fabini et al., 2001 ) 。 这 一 核 
心 FucT-C3 严格 需要 核心 a-1,6- 岩 漂 糖 基 转 移 酶 
(a-1 ,6-fucosyltransferase ，FucT-C6 ) 首先 催化 产生 
核心 aq-1 OER a ee, 而 已 有 证 据 表明 , 经 
过 FucT-C3 加 工 后 得 到 的 N- 聚 糖 在 哺乳 动物 中 会 
产生 过 敏 反 应 (Faye et al., 1993; Bencurova et al., 
2004)。 现 已 发 现 , 在 常用 的 细胞 系 如 Sf21 
(Kubelka et al., 1994) 和 TN-5B14 (Hsu et al., 
1997 ) 等 细胞 系 中 表达 的 和 蛋 日 均 含 有 核心 a-1 3-4 
党 糖 残 基 , 而 在 BmN 细胞 和 S89 细胞 中 却 没 有 检测 
到 FucT-C3 酶 的 活性 (Staudacher et al., 1992)。 而 
在 哺乳 动物 细胞 中 , 均 不 存在 这 种 能 引起 过 敏 反 应 
的 FucT-C3 酶 。 

通过 哺乳 劲 物 细 胞 和 昆虫 细胞 内 N- 糖 基 化 途 
径 的 差异 比较 , 我 们 可 以 看 出 , 要 使 昆虫 细胞 内 表 
TK AUR OER, 一 方面 必须 降低 甚至 是 敲 除 昆 虫 
细胞 本 身 具 有 的 产生 三 甘露 糖 型 N- 糖 链 的 关键 酶 
GleNAcase, 或 者 选用 一 株 不 含有 该 酶 的 昆虫 细胞 系 ， 


724 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 54 卷 


pe ASN 


al,2-glucosidase I 


a1,3-glucosidase Il 


a-mannosidase I (RER) 
a-mannosidase I 's(Golgi) 


“HIGH MANNOSE” 


ASN 





{ N-acetylglucosaminyltransferase | 


“HYBRID” SN 


{ a-mannosidase II 








N-acetyl- Loo 
glucosaminidase baa ay 





“PAUCIMANNOSIDIC” 





oo i N-acetylgluco sosaminyl- 






B4N-acetylgalactosaminyltransferase 





ASN 


-| transferase Il 


core al,3- 
Fucosyltransferase 


Pe ASN 
giucosaminidase 


B4Galactosyltransferase 





十 /一 十 /一 
ASN ASN 


Sialyltransferases 


十 /一 十 /一 
ASN ASN 


“COMPLEX” 


图 1 昆虫 细胞 和 哺乳 动物 细胞 内 有 蛋 日 质 N- 糖 基 化 途径 ( 引 目 Shi 和 Jarvis, 2007 ) 


Fig. 1 


如 不 含 或 者 仅 含 很 低 GleNAcase 酶 活性 的 Ea4 细胞 
系 (Altmann et al., 1999); 另 一 方面 必须 加 昆虫 细 
胞 (或 /和 病毒 载体 ) 中 转 入 昆虫 体内 缺乏 的 哺乳 动 
物 细胞 内 重要 的 糖 基 转移 酶 ， 如 GalT/GalNAcT, 
GnT2, ST3 和 ST6 等 ; 男 外 , 为 了 避免 昆虫 细胞 内 
生产 的 蛋白 在 人 体内 使 用 时 可 能 产生 的 过 敏 反 应 ， 
还 必须 降低 力 至 敲 除 昆 虫 细胞 内 特有 的 FucT-C3， 
或 者 选用 上 文 提 到 的 未 检测 到 FucT-C3 酶 活性 的 


Protein N-glycosylation pathways in insect and mammalian cells ( adopted from Shi and Jarvis, 2007 ) 


BmN/Sf9 等 细胞 系 。 
2 昆虫 细胞 内 糖 基 化 途径 的 改进 


昆虫 细胞 内 糖 基 化 途径 的 改进 策略 主要 可 分 3 
方面 , Bl: (1) 昆 虫 细胞 内 特异 性 的 GleNAcase 基 
因 的 抑制 ; (2) 昆 虫 细胞 内 GalT/GalNAcT, GnT2, 
ST3 和 ST6 等 哺乳 动物 细胞 基因 的 导入 ; (3) FucT- 
C3 的 抑制 (图 2) 。 
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图 2 昆 忠 细胞 内 糖 基 化 途径 的 改进 策略 
Fig. 2 N-glycosylation engineering strategy in insect cells 
A: 昆虫 细胞 中 产生 的 N- 糖 链 中 间 体 Intermediate N-glycan in insect cells; B: 昆虫 细胞 中 产生 的 主要 的 N- 糖 链 终 产物 Major end product of N- 
glycan in insect cells; C: 经 改造 的 昆虫 细胞 中 产生 的 N- 糖 链 中 间 体 Intermediate N-glycan in engineered insect cells; D: 哺乳 动物 细胞 中 产生 的 主 
要 的 N- 糖 链 终 产物 , 也 即 预期 在 改造 的 昆虫 细胞 中 产生 的 N- 糖 链 终 产物 Major end product of N-glycan in mammalian cells, i. e., expected N- 


glycan in engineered insect cells. 


2.1 昆虫 细胞 内 导入 哺乳 动物 细胞 GalT, GnT2, 
ST3 和 ST6 等 基因 

昆虫 细胞 内 昆虫 细胞 - 杆 状 病毒 表达 系统 包括 
昆虫 细胞 和 杆 状 病毒 载体 两 个 部 分 , 因此 ,对 昆虫 
细胞 内 糖 基 化 途径 的 改进 也 主要 集中 在 这 两 方面 。 
2.1.1 对 杆 状 病毒 载体 的 改造 : 由 于 利用 昆虫 细 
胞 和 杆 状 病毒 载体 表达 外 源 和 蛋白 时 , 外 源 基 因 往 往 
构建 在 病毒 载体 的 晚期 启动 子 polyhedrin EY) F iF, 
所 以 要 对 表达 的 外 源 蛋 日 进行 糖 基 化 修饰 ,与 之 相 
关 的 酶 必须 在 该 外 源 蛋 日 表达 之 前 已 存在 。 而 病毒 
Pa A eI FET AT BAY, 所 以 如 采 将 哺乳 动物 糖 
基 转 移 酶 基因 构建 在 较 polyhedrin 启动 子 早 表达 的 
局 动 子 之 后 , 这 样 病毒 先 表达 出 糖 基 转 移 酶 ,而 这 
些 糖 基 转 移 酶 束 可 对 随后 表达 的 外 源 和 蛋白 进行 修 
饰 。 这 一 思路 已 经 得 到 了 证 实 ，Jarvis 研究 组 通过 
将 这 些 修饰 酶 构建 在 杆 状 病毒 载体 的 极 早 期 启动 子 
IE 局 动 子 之 后 , 获得 了 复杂 的 甚至 是 部 分 唾液 酸化 
AH AE A (Jarvis and Finn, 1996; Jarvis et al., 
2001), 
2.1.2 昆虫 细胞 的 改造 : A 20 世纪 90 年 代 中 期 
Fran, Jarvis 研究 组 通过 转基因 的 方法 已 经 得 到 一 
系列 的 转基因 昆虫 细胞 系 ,， 主 要 有 6 个 细胞 系 , 分 
别 为 来 自 SS 细胞 系 的 SfB4GalT ( Hollister et al., 
1998; Jarvis et al., 1998), sf4GalT/ST6 ( Hollister 
and Jarvis, 2001) , SfSSWT-1 (Hollister et al., 2002 ) 
和 SESWT-3 ( Aumiller et al., 2003) 以 及 来 目 Tn- 
5B14 细胞 系 的 Tn5B4GalT 和 Tn5B4GalT/ST6 
( Breitbach and Jarvis, 2001 ) 。 这 些 经 改造 的 细胞 系 


内 表达 的 外 源 和 蛋白 , 其 糖 基 化 水 平 较 未 改造 的 亲 代 
细胞 更 接近 于 哺乳 类 细胞 ， 从 而 证 实 昆 虫 细 胞 可 通 
过 改造 来 生产 糖 蛋白 这 一 设想 。 值 得 一 提 的 是 ,经 
改造 所 得 的 SSWT-1( 含 有 GnT1, GnT2, GalT, ST3 
和 ST6 等 5 个 哺乳 动物 细胞 糖 基 转 移 酶 基因 ) 能 在 
有 血清 的 培养 基 中 表达 具 复 杂 的 末端 唾液 化 的 双 天 
线 型 外 源 糖 和 蛋白 , 而 SSWT-3( 除 了 SGSWT-L 含有 
的 5 个 哺乳 动物 细胞 糖 基 转 移 酶 基因 外 , 还 含有 哺 
乳 动物 中 与 唾液 酸 合成 有 关 的 两 个 基因 即 SAS 和 
CMP-SAS 基因 ) , 却 能 在 仅 添 有 N- 乙 酰 高 露 糖 胺 的 
无 血清 培养 基 中 表达 复杂 的 末端 唾液 化 的 双 天 线 型 
外 源 糖 蛋白 。 但 是 这 两 株 目 前 为 止 糖 基 化 湾 能 最 强 
的 细胞 系 中 , 所 得 到 的 N- 糖 链 均 为 单 唾液 酸化 的 。 
最 近 的 研究 显示 , 虽然 这 两 株 细胞 编码 表达 ST3， 
但 却 检测 不 到 ST3 的 酶 活性 (Shi and Jarvis, 2007; 
Jarvis, 2009) , 这 可 能 是 这 两 株 细胞 内 表达 的 糖 重 
白 N- 糖 链 没 有 双 唾 液 酸 化 的 主要 原因 , 因此 下 一 步 
的 工作 重点 是 向 SSWT-1 和 SfSWT-3 细胞 系 中 转 人 
能 表达 具有 活性 的 ST3 酶 基因 。 

2.1.3 ”对 病毒 载体 和 昆虫 细胞 的 联合 改造 : Seo 等 
(2001 ) 将 IE 启动 子 下 构建 有 ST6 的 病毒 载体 ， 转 
Ye SfB4GalT 细胞 系 , 检测 到 表达 的 gp64 蛋白 具有 
唾液 酸化 的 N- 糖 链 。Tomiya 等 (2003b) 将 IE Ja ah 
子 下 构建 有 CnT2 ,而 polyhedrin 启动 子 下 构 有 人 转 
铁 和 蛋白 基因 的 病毒 载体 ,， FE YL Tn5B4GalT 细胞 系 
(能 表达 哺乳 动物 细胞 的 CalT) , 产生 的 转 铁 蛋白 
具有 双 天 线 型 的 N- 糖 链 。Hil 等 (2006 ) 将 能 将 N- 
乙酰 甘露 糖 胺 (N-acetylmannosamine ) 转化 成 CMP- 
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sialic 的 两 个 酶 SAS 和 CMP-SAS 所 对 应 的 基因 构建 
进 AcMNPV 中 , 并 且 在 该 病毒 的 polyhedrin 局 动 子 
Jat AO WG KR S- 转 移 酶 标记 的 草地 仿 夜 蛾 
Spodoptera frugiperda X W W Qa- 甘露 糖苷 酶 I 
( glutathione-S-transferase-tagged SfManl, GST-SfManI ) 
(该 病毒 载体 定义 为 AcSWT-7B) 基因 ,然后 用 
AcSWT-7B 转 染 SISSWT-1 ,在 仅仅 加 有 N- 乙 酰 甘 露 
糖 胺 的 无 血清 培养 的 条 件 下 ,得 到 唾液 酸化 的 
GST-SfManl; 男 外 ,用 该 病毒 载体 和 为 一 表达 组 织 
型 纤 溶 酶 原 激活 剂 (tissue type plasminogen activator, 
t-PA ) 的 病毒 载体 共 转 染 SSSWT-1， 所 得 到 的 t-PA 
同样 具有 唾液 酸化 。 因 此 ，AcSWT-7B 也 可 以 作为 
一 个 是 外 源 和 蛋白 唾液 酸化 的 工具 载体 。 上 述 研究 表 
明 , 对 于 昆虫 杆 状 病毒 表达 系统 ,可 以 同时 进行 昆 
虫 细 胞 和 病毒 载体 改造 ,这 就 增加 了 改造 的 靶 位 
点 ， 为 彻底 改造 其 糖 基 化 途径 提供 了 可 能 。 
2.2 昆虫 细胞 内 特异 性 GleNAcase 基因 的 抑制 

Watanabe 等 (2002 ) 通 过 2- 乙酰 氨基 -1,2- 二 去 
AE FL Be HR ( 2-acetamido-1 ,2-dideoxynojirimycin , 2- 
ADN) 抑 制 GleNAcase , 获得 了 末端 唾液 酸化 的 糖 重 
A, 而 且 证 实 这 种 方法 对 多 种 蛋 日 ( 牛 干扰 素 、 牛 
的 粒 细 胞 - 巨 鸣 细 胞 集落 刺激 因 了 于 和 猪 的 日 细胞 介 
素 -22) 都 有 作用 , 并 不 是 只 对 某 种 特异 性 的 蛋 日 才 
唾液 酸化 。Leonard 等 (2006) Ae BL FR E AR WE 
Drosophila melanogaster fdl( fdl 为 编码 GleNAcase 的 
EA) 下调 突 变 体 中 , 三 甘露 糖 型 的 N- 糖 链 仅 为 
30% ,而 在 野生 果 蝇 中 三 甘露 糖 型 的 N- 糖 链 为 
62% ; 在 fdl 完全 突变 体 中 , 较 之 于 野生 果 蝇 ,其 中 
的 三 甘露 糖 型 的 N- 糖 链 下 降 了 7 倍 , 而 且 在 这 两 种 
突变 体 中 , 均 检 测 到 野生 果 蝇 中 所 没有 的 双 N- 乙 酰 
ADE AGAR ig HY) N- 糖 链 。 

Kim 等 (2009 ) 通过 RNAi ( E $% m) SFE EP AS 
加 DsRNA) A] 2-ADN 化 学 抑制 两 种 方法 ,抑制 果 晶 
S2 细胞 系 中 GleNAcase, 也 得 到 了 末端 唾液 酸化 的 
N- 糖 链 。 虽 然 仅仅 通过 抑制 或 突变 GleNAcase 基因 
可 得 到 唾液 酸化 糖 蛋 日 , 但 是 往往 所 得 到 的 糖 蛋 日 
唾液 酸化 水 平 较 低 , 这 很 可 能 是 因为 昆虫 细胞 内 没 
A EBAY GnT2 和 /或 GalT 活性 来 将 CleNAc 和 /或 
Gal 转移 到 末端 甘露 糖 残 基 上 (Kim et al., 2009), 
因此 , 要 想得到 大 部 分 糖 链 末端 为 复杂 型 结构 这 一 
目标 , 仅仅 通过 抑制 GleNAcase 也 许 是 不 够 的 ， 必 
须 将 向 昆 虫 细胞 中 转 入 哺乳 动物 细胞 糖 基 转移 酶 和 
抑制 昆虫 细胞 GleNAcase 基因 结合 起 来 , 而 目前 尚 
未 有 在 昆虫 细胞 内 , 通过 联合 以 上 两 者 方法 来 表达 


WEEE A WFR 
2.3 FucT-C3 的 抑制 

FH FER E A AERE H ETA J To 
究 阶 段 , 还 未 进入 临床 应 用 的 实质 阶段 ， 所 以 抑制 
Fuc-C3 的 研究 尚未 开展 , 可 以 预测 的 是 , 一 旦 昆虫 
细胞 内 表达 的 和 蛋 日 将 作为 治疗 和 蛋白 应 用 于 制药 行 
Mk, Fuc-C3 的 抑制 研究 将 提 上 日 程 。 目 前， 昆虫 细 
胞 内 人 源 化 糖 和 蛋白 生产 的 主要 工作 集中 于 如 何 使 得 
昆虫 细胞 表达 复杂 的 末端 唾液 酸化 程度 高 的 糖 
重 日。 

此 外 , 对 采 蝇 基因 组 分 析 发 现 , 采 蝇 具有 表达 
复杂 的 末端 唾液 酸化 的 糖 蛋 日 所 需要 的 全 部 酶 ， 而 
上 且 研 究 者 已 经 证 实 野生 果 蝇 豚 胎 内 细胞 能 产生 唾液 
酸化 的 糖 和 蛋白 (Kim et al., 2002; Aoki et al., 2007) ， 
这 些 结 采 为 非 代 谢 改造 的 昆虫 细胞 内 生产 仅 人 源 化 
糖 重 日 这 一 途径 提供 了 可 能 。 因 此 , 也 有 人 研究 者 将 
目光 投 癌 分 离 一 些 特殊 的 细胞 系 ， 这 些 细胞 系 可 以 
不 通过 糖 基 化 改造 而 能 二 接 唾 液 酸化 其 内 表达 的 糖 
A. Joshi 等 (2001) 从 Tn5B1-4 分 离 得 到 的 Tn-4h 
和 Tn-4s 分 别 能 在 高 比例 的 容 需 (high aspect ratio 
vessel, HARV) All & 4 85 FHA (spinner flask ) 
(Joosten and Shuler, 2003 ) 这 些 特 殊 的 培养 条 件 下 
产生 唾液 酸化 的 糖 重 日 ; FET, Joosten 等 (2003 ) 发 
现在 培养 基 中 添加 看 血 也 能 增加 唾液 酸化 糖 重 日 的 
表达 ; AL, 选择 合适 的 细胞 系 及 培养 条 件 似乎 是 
一 条 很 好 的 能 在 昆虫 细胞 内 表达 唾液 酸化 的 糖 蛋 日 
的 途径 。 但 是 , 最 近 Hillar 和 Jarvis (2010) RM, 
Joshi 等 (2001) 在 Tn4h 中 表达 的 外 源 糖 重 日 , 并 没 
有 唾液 酸化 或 者 说 唾液 酸化 程度 极 低 。Hillar 和 
Jarvis (2010) 认 为 Joshi 等 (2001 ) 之 所 以 作出 Tn-4h 
能 表达 唾液 酸化 的 外 源 糖 重 日 的 判断 , 是 由 于 其 纯 
化 的 和 蛋 日 质 中 有 唾液 酸化 的 血清 重 日 的 污染 。 
此 , 通过 选择 合适 的 细胞 系 及 培养 条 件 ， 以 期 在 昆 
虫 细 胞 内 生产 唾液 酸化 的 糖 蛋 日 这 条 途径 可 能 有 符 
进一步 确证 。 


3 小 结 与 展望 


通过 比较 哺乳 动物 细胞 和 昆虫 细胞 内 N- 糖 基 
化 途径 的 异同 , 我 们 可 以 发 现 两 者 的 前 期 加 工 过 程 
完全 相同 , 仅仅 是 在 后 期 才 进 入 各 目 特 异 的 加 工 途 
径 , 这 就 为 改造 昆虫 细胞 并 使 之 N- 糖 基 化 途径 与 哺 
乳 动 物 细胞 接近 甚至 相同 提供 了 可 能 。 的 确 , 在 已 
有 研究 中 , 经 过 改造 的 昆虫 细胞 表达 出 亲 代 细胞 所 
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没有 的 复杂 的 末端 唾液 酸化 的 N- 糖 重 日 这 些 结果 
进一步 证 实 了 这 一 可 能 。 然 而 , 到 目前 为 止 , 无 论 
是 改造 的 昆虫 细胞 , 还 是 特殊 培养 条 件 下 的 特殊 细 
WZ, 其 内 表达 的 外 源 糖 和 蛋 日 唾液 酸化 程度 仍 很 
低 , 而 且 尚 未 有 末端 双 唾 液 酸 化 N-E HABE. 
因此 , 通过 抑制 昆虫 细胞 目 身 的 特异 性 酶 ,并 回 其 
中 转 入 哺乳 动物 细胞 的 糖 基 转移 酶 基因 等 方法 的 联 
H, 有 望 在 昆虫 细胞 内 生产 出 复杂 的 末端 高 度 唾 液 
酸化 的 N- 糖 蛋 日 。 此 外 ， 回 已 改造 的 昆虫 细胞 
SSWT-1 和 SISWT-3 内 转 人 具有 活性 的 ST3 酶 ， 从 
而 实现 在 昆虫 细胞 内 生产 双 唾 液 酸 化 的 外 源 糖 和 蛋白 
将 成 为 下 一 步 工作 的 重点 。 

家 和 在 Bombyx mori 丝 腺 是 合成 和 分 泌 恒 日 质 的 
HAIE, WA RHZRA IRT A E H JEREJ E 
人 肝脏 细胞 的 40 倍 。 近 年 来 的 家 看 转基因 研究 已 
使 在 丝 乳 中 合成 重组 蛋白 成 为 可 能 (Tamura et al., 
2000; Handler, 2002 ) 。 但 是 转基因 家 和 看 合成 人 源 
化 重组 糖 蛋 日 的 研究 还 没有 报 站, 究 其 原因 是 昆虫 
(家 在) 生日 糖 酰 化 途径 与 哺乳 动物 (人 ) 糖 蛋 昌 的 
糖 酰 化 途径 不 同 , 不 能 直接 合成 和 分 废人 源 化 糖 重 
Ho ANEI at Ae A Fe EA Se BE R E A R 
径 , RAAI A, ARE H 2d DD RE SE 
WIRE, PEN A BE I PET E o 
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